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P－3．
Platelet　rich　plasma（PRP）を用いた胸膜再生に
関する基礎的検討　一Virus　freeを目指して一
（大学院第三学年・外科学第一専攻）
○木村　雅一
（外科学第一）
　河野　貴文、内田　　修、梶原　直央
　異和、高橋充、鈴木明彦
　林博樹、加藤治文
【目的】　呼吸器外科手術において肺損傷や気腫肺に
特徴的な脆弱な肺組織に起因する肺ろうはしぼしば
遭遇する合併症の一つである。対策としてポリグリ
コール酸（PGA）シート単独または動物由来のフィ
ブリン糊を併用した胸膜補強はすでに行われている
が、単独では強度の問題が残り、フィブリン糊も現在
までのところ既知のウイルスに関して安全性は確立
されているが未知のものは不確定で、更に倫理的な面
からも外来の血液製剤を用いることが非常に困難に
なる可能性がある。Platelet　rich　plasma（PRP）は血小
板由来のPDGF（Platelet　derived　growth　factor）や
TGF一β（Transforming　growth　factor一β）など主に7種
類の組織修復因子（Growth　factor）を含有しており、
採取も比較的簡便で自己のものを用いれば感染や拒
絶の問題もない。このような背景からPGAシートを
足場（Scafford）、自己のPRPを増殖因子（Growth・fac－
tor）とした胸膜再生に関して検討する。
【動物及び方法】実験動物には肺の発育が終了した8
週齢以降のラットを用いる。全身麻酔下に左開胸、肺
に約2×2cmの胸膜欠損を作成する。　PGAシートの
み（control）、　PGAとフィブリン糊（glue）、　PGAと
PRP（PRP）に分けて欠損部位を被覆する。　PRPは拒
絶のない同系のラットより採取した血液より分離す
る。
【評価方法】　3，7，14，28日の組織像及び圧負荷による
強度を評価する。またPRPの粘性を確保するために
植物由来の基底膜成分であるラミニンの効果も評価
する予定である。
P－4．
各種細胞株の培養上清によるマウスES細胞の
心筋細胞への分化誘導
（大学院第三学年・解剖学第二専攻）
○杉本　栄生
（解剖学第二）
　二間　一彦、山田　仁三
【目的】胚性幹細胞（embryonic　stem　cell；ES細胞）
は比較的容易にin　vitroで自己拍動する心筋細胞へ分
化することが知られており、心筋再生治療の細胞ソー
スとして期待されている。分化した成熟心筋細胞は増
殖能に乏しく、細胞治療あるいは臓器移植にはより多
くの成熟心筋細胞が必要であり、ES細胞を心筋再生
治療へ用いるためには心筋細胞への誘導効率の向上
が重要である。Ishiwataらはヒト子宮癌細胞株との共
培養あるいは培養上清を添加することにより、マウス
胚に高率に拍動心筋細胞を誘導できることを報告し
た。我々はこのヒト子宮癌細胞株（SKG－II）に加え、
その他各種細胞株の培養上清を用いてマウスES細胞
の心筋細胞への誘導効率の向上を試みること、さらに
誘導された心筋細胞の性質を解析・検討した。
【方法】各種細胞株（SKG－II、　HeLa・P3、　MC3T3－El、
MC3T3－G2／PA6、　OP9、　PC12）の培養上清を濃縮後に
再添加し、各細胞株由来の培養上清添加分化誘導培地
を調整した。この培地を用いてマウスES細胞から胚
様体（Embryoid　bodies；EBs）を作成した。2次元的
に培養したEBsの形態学的特徴の検索には位相差顕
微鏡と電子顕微鏡を用い、心筋の特異的構造蛋白およ
びその転写因子の検索にはRT－PCR法、免疫染色法、
ウェスタンプロット法を用いた。
【結果】EB内の拍動細胞塊は自律的収縮（90～100
Hz）を呈すること、かつ比較的早期に出現することか
ら心筋細胞と推定され、電子顕微鏡による観察では心
筋細胞の特徴も確認された。さらに免疫組織化学的検
索ではNkx2．5、　GATA4、　cTnT、　Cx43の発現も認めら
れた。対照群に比し、MC3T3G2／PA6培養上清添加群
およびSKG－II培養上清添加群では高率に拍動細胞塊
が出現し、細胞数も増加した。また、拍動細胞塊の出
現までの期間も対照群に比し短縮する傾向にあった。
【結論】マウスES細胞から分化誘導された拍動細胞
塊は成熟心筋細胞であること、特定の細胞株の培養上
清を添加することによりマウスES細胞の心筋細胞へ
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の分化誘導効率が高くなることを明らかにした。
P－5．
膀胱腫瘍細胞株に対するcox－2阻害剤による
C血emosensitizationの可能性
（大学院第三学年・泌尿器科学専攻）
○中神　義弘
（泌尿器科学）
　青柳貞一郎、権藤　立男、坂本　　昇
　松下　一仁、松本真由子、大野　芳正
　古賀　祥嗣、並木　一典、吉岡　邦彦
　大堀　　理、秦野　　直、橘　　政昭
　オキシカム系nonsteroidal　anti－inflammatory　agent
（NSAID）であるmeloxicam（モーピックR）は、選択
的cyclooxygenase－2（cox－2）阻害剤として知られてい
る。cox－2誘導体は、消化器癌や尿路生殖器癌にて強く
発現しており、アラキドン酸をプロスタグランジンへ
変換させる際に生理活性物質として働く。in　vivoにお
いてもみられているcox－2阻害剤は、強い血管新生阻
害作用を示し、腫瘍増殖抑制作用もみられている。膀
胱癌は泌尿器癌のなかで第2位の発生率である。膀胱
癌の治療は手術療法を基本とし、追加治療や再発例に
化学療法が施行されている。今回我々は、膀胱癌に対
し化学療法薬として使用されているシスプラチン、
ジェムシタビン、テラルビシンといった抗悪性腫瘍薬
と、cox－2阻害剤であるmeloxicamを併用した、in　vitro
における膀胱癌の増殖抑制について検討した。
　膀胱腫瘍細胞株として3株の移行上皮癌と1株の
扁平上皮癌を用い、抗悪性腫瘍薬とmeloxicamを各種
濃度で投与した。細胞数はalamar　blueによる色素還
元法の濃度比較を用いた。
　Meloxicam単独投与において、いずれの株でも50
～100　Pt　M、24－48時間暴露で約20％の増i魁印制効果を
示した。また、ジェムスタビン、テラルビシンとの併
用では、Meloxicamを投与した株では、一部の株を除
き相加性に抗腫瘍効果を示した。一方で、シスプラチ
ンとの併用でMeloxicamを投与した株では、高濃度で
拮抗作用を示していた。併用療法で相乗作用を認める
薬剤は認めなかった。
　従来の化学療法において、十分な抗腫瘍効果を認め
ない症例に対し、cox－2阻害剤を併用することによっ
て、抗腫瘍効果を高めることが期待できるが、その効
果的使用にあたっては投与量やスケジュールの調節
を要すると考えられた。
P－6．
家兎靱帯切除OAモデルに対するピアルロン酸
の効果
（アポトーシスを中心に）
（大学院単位取得・整形外科学専攻）
○渡邉　泰央
（整形外科学）
　布田　大介、久保　宏介、山本　謙吾
（病理学）
　工藤　玄恵
【目的】　ピアルロン酸は日本で臨床的に変形性関節
症（OA）の治療に用いられているが、その作用機序は
まだ完全には解明されていない。
　近年OAにおけるアポトーシスの関与についての
報告が注目されてきている。今回我々はOAにおける
ピアルロン酸投与療法が関節軟骨アポトーシスにど
のような効果を示すのか検討した。
【方法】体重2～2．5kg（週評10～12週）のNew－
zealand　white　rabbitを用いてキシラジン5mg／kgお
よび塩酸ケタミン25mg／kg筋注にて麻酔を施行し、
両側膝関節に対しColomboの方法に準じて外側側副
靭帯直上より皮切を加え外側側副靭帯・種子骨靭帯を
切除し外側半月板を証状に部分切除したOAモデル
を作成した。術直後より右側に分子量190万のピアル
ロン酸を、左側に対象群としてリン酸緩衝生理食塩液
をそれぞれ0．l　ml／kg　2回／週の頻度で関節内注入
し、術後2週で両側膝関節より組織を採取した。また
分子量80万のピアルロン酸においても同様のモデル
を作成した。組織は大腿骨側外側、脛骨側外側より採
取し、採取直後に4％CMCを包埋剤としてドライア
イスにて冷却したヘキサン内で凍結ブロックを作成
した。凍結ブロックより切片を作成し、アポトーシス
促進物質であるCaspase　3およびCaspase　9、アポトー
シス抑制物質であるBcl－2について免疫染色を行っ
た。
結果：分子量190万のピアルロン酸投与関節軟骨に
おけるCaspase　3およびCaspase　9陽i生細胞は非投与
関節と比較して明らかに減少している。Bcl－2陽性細
胞はピアルロン酸投与関節軟骨において明らかに増
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